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細胞培養による神経筋接合の形成
現代の科学においては，複雑なものを，その本質をそ
こねない範囲でできるだけ単純化して，その本態を究明
しようとする傾向にある。そこで，複雑な生物体をなる
べく単純化して研究しようとすることは当然であり，そ
れにはバクテリアやピーJレス，あるいは細胞数の少ない
下等動物を使う方法もあるが，また高等動物から組織ま
たは細胞をとりだして，きわめて単純化した環境の中で
細胞の態度を研究しようとする方法もある。後者がこれ
からのベる研究に用いている組織培養法である。
体内における機能単位の一つに運動単位というものが
あり，これは神経細胞と筋細胞という異種の細胞が連絡
して，骨格筋の運動をひきおこさせるための装置であ
る。この神経筋接合部は形態学的，生理学的，薬理学的
および病理学的に，古くから研究されてきた分野であ
る。一方，その発生機序を明らかにさせるため，組織培
養で神経筋接合を形成させようとするこころみは， 1900 
年の初めころからあった。しかし，その成功がみられる
ようになったのは，ここ数年の間である。はじめは，脊
髄と筋節を含む胎児の輪切りを器官培養したり，神経と
筋の組織片を並べて培養するといったような簡単な方法
が用いられた。このような培養では，厚い組織片は，し
ばしば位相差顕微鏡による生きたままの材料の観察と，
細胞レベルの生理学的研究を困難にしている。そこで私
達は，もっと単純化した単層細胞培養で神経筋接合がで
きないものかと研究を始めた。最近その形成を思わせる
形態学的所見を得ており lh電気生理学的研究もその形
成を支持しているり)。
神経・筋の細胞培養
ニワトリ匪より脊髄および骨格筋組織をとりだし，そ
れぞれの胎生期組織を trypsin の処理により細胞聞の
接着をはがし，単一細胞に解離する。この解離した細胞
を培養液で希釈し，ついで両種細胞浮遊液を混合して，
単層細胞培養を行なう。若い筋細胞は分裂して噌殖し，
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図1.神経筋培養の位相差顕微鏡写真。矢印のと ζ
ろで神経細胞 (N)の突起は筋細胞 (M)，ζ 
接している。培養 3日目。 900倍。
融合をくり返して，多核の筋細胞をつくる。培養 1週間
目ごろには筋細胞に横紋がみえ始め，自発的収縮も開始
する。神経細胞は突起をのばし，筋細胞に接触するのが
みられるようになる (図 1)。神経細胞を電気的に刺激
すると，それに同調した筋の収縮がみられ，機能的な神
経筋接合がこのような培養でつくられることを唆示して 
U、る。
構 造
この培養では細胞は二次元に並んでいるので，切片を
つくることなしに，鍍銀標本および走査電子顕微鏡標本
で，神経線維走向の全景を容易に観察できる。筋細胞の
うえにみえる神経終末は，接触の初期には単純分枝状で
あるが，のちにその末端に滴状のふくらみをつくるよう
になる(図 2)。透過型電子顕微鏡で観察すると， ふく
らみのある神経終末部には synapse 小胞がみられる。
この小胞は神経伝達物質である acetylcholineを含むと
考えられているので，神経末端が膨大するころには，神
経から筋への刺激の伝達が可能になっていると考えられ
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図 2.走査電子顕微鏡で観察した神経終末。球状の
ふくらみ(矢印)をつくり，筋細胞 (M)の
上 lζ接して終っている。培養 12日目。 18，000 
i立 
lロ。
る。
体内の成熟運動終板では，筋細胞膜は切痕状のひだを
形成している。また acetylcholineを分解する cholin-
esteraseという酵素が存在していて，これを組織化学的
に検出できる。しかし，この培養でつくられた接合部で
は，それらを見出すことはできなかった。この所見は細
胞培養でつくられる接合は，幼若な運動終板に類似して
いることを示しているように思う。
生 理
神経刺激に応じて収縮する筋細胞から，刺激に同調す
る筋細胞膜の電位変化が記録でき， curareによりこの
電位変化を消滅できるので，この電位変化は終板電位と
考えられ，体内と同じコリン作動性の synapseがつく
られていることを示している。 eserineを加えて，分、泌
される acety1cholineの破壊を防いでも，終板電位の増
大とその時間的経過の延長は認められないので， cholin-
esterase合成の程度は低いと考えられる。また神経刺
激がなくても，終板電位の記録される筋細胞から，自発
性の電位の小変動が記録され，これも curareにより阻
止される。これは神経終末から間駄的に放出される微量
の acetylcholine によって発生する微小終板電位と考
えられる。体内と同じような微小終板電位の記録できる
ことは， 培養における synapse形成をさらに支持する
所見である。また， acetylcholineが単位的に放出され
ていることも計算できるので，細胞培養の神経筋接合は
体内と同じ機構の synapseであることがわかる。 しか
裕
し，刺激に応答する単位の合計の平均数は，体内のもの
の値よりかなり低く，放出される伝達物質の量は少ない
ようである。
筋細胞膜の acetylcholine感受性を調べると，それは
膜の或部位に限局している。その標本に銀染色をほどこ
すと，通常感受性の存在する部位に一致して滴状膨大を
示す神経終末がみられる。終板電位の記録されない筋細
胞では，感受性は全面にひろがっている。これらも体内
の筋におけると同じ所見である。
ある蛇毒からとれる α-bungarotoxin という poly-
peptideは， acety1cho1ine受容器に不可逆的に結びつ
くので，受容器の標識として最近広く使われ始めた。こ
れに l吋をつけて筋標本に投与し， autoradiography 
を行なえば， 1251に感光して現像銀があらわれるので，
受容器の分布状態を知ることができる。体内の筋につい
て行なえば，想像される通り，運動終末の直下の筋細胞
膜上に現像銀があらわれる。培養材料では，まだ神経支
配を受けていない筋についてしか行なわれていない。こ
のような筋では，銀の分布は一様であろうことが想像さ
れるが，実は単位面積あたりの銀粒子の分布状態は，多
いところと，少ないところが現われるので，受容器は-
t様ではなく， 斑点状に分布しているようである ~ace-
tylcholine感受性を詳細に調べてみると，やはり感受性
の高い部分が斑点状にあり，これは受容器の分布と一致
する。非神経支配筋にみられる不均一な感受性と受容器
の分布は，培養という環境で生じた人工産物であるか，
または細胞本来の性質を現わしているかは，将来明らか
にされなければならない。
以上，胎生期の神経および筋細胞を混合して，単層細
胞培養すると，形態的にも機能的にも，体内の神経筋 
synapseと本質的には同じものが作られ，また一部の性
質は幼若な synapse を類推させることを述べた。成熟
した synapse をつくるには， 相当長期の培養が必要な
のかも知れない。また，このような培養において，機能的
な神経筋接合のできる割合は，神経と筋の 100個の対の
うち約 5個程度で，あまり高いとはいえない。この培養
では，実験システムをできるだけ簡素化して，運動単位
の形成を解析しようとしているため，その構成要素以外
は含まれていない。運動単位形成上の非必須的な要素，
たとえば脊髄膜，知覚神経節，交感神経節などを逆に培
養に加えることにより， それらの synapse形成と成熟
への役割を解析することができるのではないかと考えて
いる。また，脊髄には α運動神経細胞以外の神経細胞も
含まれているので，培養でこのような非運動性の神経細
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胞が筋と非特異的な接触をする可能性も考えられる。そ 
れゆえ，脊髄細胞浮遊液から，運動神経細胞のみを，何
らかの方法で分離し，培養できるようになれば，運動単
位構成要員の発生中の真の相関関係を知ることができ，
さらには synapse形成の出現率を 100%に近ずけるこ
とも夢ではなくなると思う。
神経は筋の収縮を命令するという重要な任務をもって
いる。しかしそのほかに，神経は筋の性質を支配すると
いう数々の証拠が得られている。このような支配は，神
経から分泌される“栄養的"な物質によると想像されて
いる。もしそのような神秘的な物質が存在するとすれ
ば，ここで述べたような非常に単純化した実験システム
を利用することにより，その分離も体内のものと比して
容易ではないかと思う。さらに，筋の成長，代謝または
疾患に対する神経の役割については，体内では複雑な連
関があり解析はむずかしいが，やはりこの実験システム
を用いることにより，複雑な関係が単純化されて研究で
きるようになるのではないかと思う。
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